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研究成果の概要（和文）：ヒト上皮成長因子（EGF）レセプターの二量体化を阻害する環状ペプチド1の構造活性
相関研究を実施した。その結果、環状ペプチド1の側鎖構造は、N末端側チロシン残基だけでなく、C末端側スレ
オニン残基の側鎖構造が二量体化阻害活性に必要であることが示唆された。また、環状ペプチド1のN末端に極性
官能基をもつアミノ酸を付与することで、生細胞上のEGF受容体の自己リン酸化に対する阻害活性が向上するこ
とも判明した。
また、遺伝子工学的手法を用いた実験より、環状ペプチド1の蛍光標識体2および、その誘導体の細胞内への取り
込みには、EGFレセプターを介した経路が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In many cancer cells, unregulated activation of epidermal growth factor 
(EGF) receptor often causes the aberrant cell growth. For this reason, this receptor is a useful 
medicinal target for the development of anticancer drugs. In this study, the results of 
structure-activity relationship studies of our inhibitory cyclic peptide 1 against the EGF receptor 
dimerization indicated that the tyrosine and threonine side-chains on the N- and C-terminal side of 
peptide 1, respectively, would be essential for the inhibitory effect on the EGF receptor 
dimerization. Besides, the addition of a polar amino acid or weakly charged histidine to the 
N-terminal of peptide 1 improved the inhibitory effect on the EGF receptor dimerization. 
In addition, fluorescein-labeled peptide 1 at the N-terminus and the derivative would be taken up by
 cells expressing high levels of EGF receptor, according to the experimental results with genetic 
engineering procedure. 

研究分野：創薬化学
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図 1. EGF受容体の活性化過程 

１．研究開始当初の背景 

ヒト上皮成長因子（EGF; Epidermal Growth 

Factor）レセプターは、細胞の分化や増殖に
関わる一回膜貫通型タンパク質であり、細胞
外領域へのリガンド結合→構造変化→二量
体化→細胞内領域チロシンキナーゼによる C 

末端領域のチロシン残基のリン酸化（自己リ
ン酸化）を経て活性化される。これにより細
胞内シグナル伝達経路を活性化し、細胞の分
化・増殖を促進する (図 1) [Yarden Y. & 

Schlessinger J., Biochemistry, 26, 1434–1451 

(1987)]。EGF レセプターは多くのがん細胞で
過剰発現が観測されており、その無秩序な活
性化が細胞の異常増殖に関係している
[Hendler F. J. & Ozanne B. W., J. Clin. Invest., 

74, 647–651 (1984); Veale D. et al., Br. J. Cancer, 

55, 513–516 (1987)]。そのため、EGFレセプタ
ーを標的とした抗がん薬開発が盛んに行わ
れ、すでに細胞外領域に対する抗体医薬およ
び細胞内のチロシンキナーゼ阻害薬が上市
され、がんの薬物治療に大きく貢献している。
しかし、間質性肺炎や皮膚障害といった重篤
な副作用や医療費の高騰などを考慮すると、
がん患者及びその家族が抱える負担は大き
く、満足できるものではない。そのため、今
なお、新たな概念を基盤とする EGF レセプタ
ー阻害薬の開発が待ち望まれている。 

 

(1) 私たちは、EGF レセプターの活性化に必
須のイベントである細胞外領域の二量化に
着目した二量体化阻害という新たな作用機
序の抗がん活性ペプチドの創製研究を行っ
ている。すでに解明された EGF レセプターの
X 線結晶構造では、細胞外領域の二量体界面
に特徴的な構造「二量体化アーム」が存在す
る（図 2）。このアーム先端には、水素結合な
どのレセプター間相互作用が多数見られる
ため、レセプターの二量体形成に重要だと考
えられている [Ogiso H. et al., Cell, 110, 

775–787 (2002)]。私たちは、二量体化アーム
先端のループ構造を模倣する環状ペプチド 1 
(cyclo(S-S)(Cys-Tyr-Asn-Pro-Thr-Thr-Tyr-Gln-

Met-Cys))を設計し、ヒト上皮様細胞癌由来細
胞株（A431: EGF レセプター高発現型）を用
いた生化学的評価を行い、環状ぺプチド 1 が
EGF レセプターに対し、二量化阻害をはじめ、
自己リン酸化阻害やリガンド EGF との競合
作用、さらには細胞増殖に対する阻害活性を

示すことを見出してきた[Mizuguchi T. et al., 

Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 3279–3282 (2009); 

Mizuguchi T. et al., Bioorg. Med. Chem. 20, 

5730–5737 (2012).]。 

 

 

(2) 細胞膜受容体である EGFレセプターには、
細胞内への内在化という現象がみられる。
EGF などのアゴニスト以外にも抗体医薬で
あるセツキシマブなどが EGF レセプター細
胞外領域に結合することで、受容体自身の活
性化を起こさずに細胞内に内在化すること
が報告されている [Tan X. et al., Trends Cell 
Biol. 26, 352–366 (2016).] そのため、私たち
の合成した蛍光標識体やその誘導体が EGF

レセプター陽性のがん細胞に作用させるこ
とで、細胞内に取り込まれるかを検証した。
環状ペプチド 1のN末端にフルオレセインを
修 飾 し た 蛍 光 標 識 体 2 

(Fluorescein-cyclo(S-S)(Cys-Tyr-Asn-Pro-Thr-

Thr-Tyr-Gln-Met-Cys))およびその誘導体 3 

(Fluorescein-cyclo(S-S)(Cys-Met-Gln-Tyr-Thr

-Thr-Pro-Asn-Tyr-Cys)) と 誘 導 体 4 

(Fluorescein-cyclo(S-S)(Cys-Gln-Thr-Pro-Tyr-

Tyr-Met-Asn-Tyr-Cys))が EGF レセプター陽性
がん細胞A431とA549（ヒト肺癌由来細胞株）
に取り込まれることが判明した[Toyama K. et 

al., Bioorg. Med. Chem., 24, 3406–3412 (2009)]。
EGF レセプター陽性がん細胞に選択的な細
胞内送達型の新規抗がん活性分子を創製で
きる可能性を見出した。 

 

２．研究の目的 

本課題では、私たちが見出したヒト上皮成
長因子（EGF）レセプター（ErbB1 または
EGFR）の「二量体化アーム」のアミノ酸配
列由来の二量体化阻害性環状ペプチド 1を基
に、これまでの研究成果を活用して、より高
活性な抗がん薬リードに改変することを目
的とする。 

 
 

図 2. EGF レセプターの二量体結晶構造

と『二量体化アーム』先端を模倣した環

状ペプチド 1 



(1) 更なる構造活性相関研究を実施し、より
高活性な EGF レセプター二量体化阻害剤の
創製に繋げる。また、EGF レセプター
（ErbB1）のホモ二量体化および構造的相同
性の高い類縁レセプター群（ErbB2–4）との
ヘテロ二量体化を阻害する新規化合物の創
製を試みる。 

 

(2) 蛍光標識体 2 および誘導体 3, 4 を基に、
EGF レセプター陽性のがん細胞内に薬物な
どを送達できる新しい機能性分子の創製を
目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 環状ペプチド 1 の主鎖アミド構造を等価
体に変換した環状ペプチドを各種合成し、二
量体化阻害活性に重要な主鎖構造部位を見
出す。有用な化合物群は、従来のウェスタン
ブロッティング法で評価する。 

 

(2) 環状ペプチド 1 に既存の低分子型抗癌薬
を化学修飾した化合物を合成し、上皮系がん
細胞に対して選択的に取り込ませて、薬効を
発揮させられる新規細胞内送達分子を創製
する。 

 

４．研究成果 

(1) 環状ペプチド 1の側鎖構造は、N末端側 T

チロシン残基だけでなく、C 末端側スレオニ
ン残基の側鎖構造が二量体化阻害活性に必
要であることが示唆された。また、環状ペプ
チド 1のN末端に極性官能基をもつアミノ酸
やイミダゾール環を有するヒスチジンを付
与することで、生細胞上の EGF 受容体の自己
リン酸化に対する阻害活性が向上すること
も判明した。一方、フェニルアラニンなどの
疎水性アミノ酸を付加した場合には、二量体
化阻害活性が大きく減少する結果が得られ
た。これらの情報は阻害活性の向上を目指し
た環状ペプチド 1の構造活性相関研究に重要
である。 

また、環状ペプチド 1の主鎖アミド構造を
等価体に変換した環状ペプチドを各種合成
し、二量体化阻害活性に重要な主鎖構造部位
を検討した。アミノ酸の一つを対応する Nメ
チルアミノ酸に置換した環状ペプチドでは、
阻害活性を大きく変化させなかったことか
ら、各アミド結合の窒素原子は阻害活性に大
きな影響を及ぼしていないことが判明した
[Kobayashi K. et al., J. Pept. Sci., 23, 581–586 

(2017)]。 

米国の Hanoldらは、環状ペプチド 1 の誘導
体がターン構造と βシート様構造を示すほど、
EGF 受容体の自己リン酸化阻害活性が高ま
ることを報告している[Hanold L. E. et al., 

PLoS One, 10, e0118796 (2015)]。そこで、環状
ペプチド 1の構造固定化を意識した構造活性
相関研究に着手した。具体的には、Pro 残基
周辺における βターン構造を形成するペプチ
ドの探索を試みることとした。一般に、

Pro-Gly 配列がそのペプチド鎖にターン構造
の形成を促す場合があることが知られてい
るため、環状ペプチド 1 の一部を Pro-Gly に
置換したペプチドをいくつか設計した。これ
ら改変ペプチドは困難なく化学合成するこ
とができた。 

 

(2)環状ペプチド 1の蛍光標識体や改変ペプチ
ドが EGF レセプター陽性がん細胞内に移行
する現象を利用して、新規の細胞内薬物送達
分子に応用することにも試みた。遺伝子工学
的手法を用いて、EGF レセプターの発現量の
異なる各種細胞に対して、環状ペプチド 1 の
フルオレセイン標識体 2あるいは誘導体ペプ
チド 4をそれぞれ作用させ、フローサイトメ
トリーを用いた定量解析を実施したところ、
EGF レセプターの発現量と細胞内に移行す
るペプチド量に正の相関がみられた。そのた
め、蛍光標識体 2およびその誘導体 6の細胞
内への取り込みには、EGFレセプターを介し
た経路が存在することが示唆された。 

 

(3)まとめ 

環状ペプチド 1のN末端に関する構造活性
相関研究より、EGF レセプター二量体化およ
びチロシンリン酸化に対するより高活性な
阻害剤を創出するために重要な情報が得ら
れた。また、環状ペプチド 1 および改変ペプ
チド 3, 4 を基に、新規の細胞内薬物送達分子
に発展し得る有用な化合物を創製すること
ができた。これらの研究成果は、本研究課題
を達成するために、非常に有意義な結果だと
考えられる。今後は、現在継続して合成して
いる環状ペプチド 1の誘導体の阻害活性評価
や生化学的機能解析の結果を基に、さらなる
阻害活性の向上を目指した化合物の設計・合
成・評価を進めていく。 

また、本研究の波及効果については以下の
通りである。国内では、環状ペプチド 1の誘
導体ペプチド 4 の応用研究として、外山らに
より、EGFレセプター陽性がん細胞 A431（ヒ
ト上皮様細胞癌由来細胞株）と A549（ヒト
肺癌由来細胞株）に対する細胞増殖抑制活性
を有する新規細胞内送達分子が報告されて
いる。誘導体ペプチド 4に、細胞内にてアポ
トーシスを誘発するペプチドを連結した分
子をいくつか化学合成した。これらの分子の
うち、両ペプチドの連結部位に細胞内環境に
て環状ペプチドとアポトーシス誘導ペプチ
ドが切り離されるように設計したものに、
EGF レセプター陽性がん細胞の増殖を抑え
る効果が認められた。この抗がん活性分子に
ついて、更なる検証が必要であるが、新たな
抗がん薬リードに発展させられることが期
待できる。EGF レセプターの発現量の異なる
がん細胞種において、細胞増殖抑制効果の差
が認められている。EGFレセプター陽性がん
細胞選択性を示すアポトーシス誘導型の抗
がん活性ペプチドへと応用されている
[Toyama, K. et al., Bioconjugate Chem. (in press), 



[DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00250]。 

国外では、Feiner らや Hanold らによって報
告された総説にて、環状ペプチド 1–4をはじ
め、本研究に関連した環状ペプチドが紹介さ
れている [Feiner, R. C. and Müller, K. M., 

Expert Rev. Proteomics, 13, 817–832 (2016); 

Hanold, L. E. et al., Pharmacology & 

Therapeutics, 173, 159–170 (2017)]。 
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